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Neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, diese enthaltende Mittel, deren Verwendnng 
zur ultraschallgesteuerten Freisetzung von Wirkstoffen 
sowie Verfahren zu deren Herstellung 

5 Die Erfindung betrifft den in den Patentanspriichen gekennzeichneten Gegenstand, das 
faeiflt neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, die zusatzlich zum (zu den) Wirkstoff(en) 
mindestens ein Gas bzw. eine gasfonnige Phase enthalten, diese Partikel enthal tende 
Mittel (mikropartikulare Systeme), deren Verwendung zur ultr aschall gesteuerten in 
vivo Wirkstoff-Freisetzung, zur ultraschallunterstatzten Zellinkorporation von 
10 Wirkstoffen (Sonoporation) sowie Verfahren zur Herstellung der Partikel und Mittel. 

Mikropartikulare Systeme zur kontrollierten Wirkstofffreigabe gibt es schon seit vielen 
Jahren. Eine Vielzahl an moglichen Hullsubstanzen und Wirkstoffen 12Bt sich hierzu 
verwenden. Ebenso gibt es eine ganze Reihe unterschiedlicher Herstellungs verfahren. 

15 Zusammenstellungen uber die verwendeten Hullsubstanzen und Herstelhings verfahren 
finden sich z.B. bei: M. Bornschein, P. Melegari, C. Bismarck, S. Keipert: Mikro- 
und Nanopartikeln als Arzneistofftragersysteme unter besonderer Berflctaichrig ung der 
Herstellungsmethoden, Pharmazie 4£ (1989) 585-593 und M. Chasin, R. Langer 
(eds.): Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems, Marcel Dekker, New 

20 York, 1990. 

Die Freisetzung von Wirkstoffen aus mikropartikularen Systemen beruht obenviegend 
auf Diffusions- oder Erosionsprozessen [vgl. C. Washington: Drug release from 
microdisperse systems: A critical review, Int. J. Phann. 5fi (1990) 1-12 und J. Heller: 
25 Bioerodible Systems, in: R.S. Langer, D.L. Wice (eds.): Medical applications of 
controlled release Vol. 1, CRC Press, Florida, 1984, p. 69-101]. 

Diese Prinzipien sind jedoch mix dem Nachteil behaftet, dafl die zeitliche Steuerbarkedt 
der WirkstofHreisetzung aus mikrodispenen Systemen in vivo auf die Geschwindigkeit 
30 des Erosionsprozesses und/oder Diffusionsprozesses begrenzt ist und nach Applikation 
nicht weiter beeinfluBt werden kann. 

Die bislang bekannten Konzepte zur ortlichen Steuerung der WirkstofHreisetzung in 
vivo aus mikropartikularen Systemen berahen fast ausschliefllich entweder auf unspezi- 
35 fischen Anreicherungen der mikropartikularen Wirkstofftriger in bestimmten Zielorga- 
nen wie Leber und Milz oder auf Maflnahmen zur gezielten Verindening der 
Organverteilung in vivo nach Applikation durch die Ventaderung der 
Oberfllcheneigenschaften der mikropartikularen Systeme mit Hilfe von Tensiden oder 
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spezifitamermitrelnden Stoffen wie z.B. Antikorpern [vgl.: R.H. Muller: Colloidal 
carriers for controlled drug delivery - Modification, characterization and in vivo 
distribution Kiel, 1989; S. D. Troster, U. Muller, J. Kreuter: Modification of the 
biodistribution of poly(methylmethacrylate) nanoparticles in rats by coating with 

5 surfactants, Int. J. Pharm. fil (1991), 85-100; S.S. Davis, L. Ilium, J.G. Mcvie, 
E. Tomlinson (eds.): Microspheres and drug therapy, Elsevier science publishers 
B.V., 1984 und H. Tsuji, S. Osaka, H. Kiwada: Targeting of liposomes surface- 
modified with glycyrrhizin to the liver, Chem. Pharm. Bull. 22 (1991) 1004-1008]. 
Alie diese Verfahren bieten dariiber hinaus jedoch keine weitere Moglichkeit den On 

10 der Wirkstofffireisetzung nach Applikation aktiv zu beeinflussen. Des wetteren ist es 
nicht moglich, das AusmaB und die Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe nach 
Applikation zu beeinflussen. 

Erste Versuche, aktiv den Ort der Wirkstofffreisetzung zu beeinflussen, beruhen auf 
15 der M6glichkeit, vorhandene, bzw. induzierte pH- Oder TemperaturdifFerenzen zur 
Freisetzung zu benutzen [vgl.: H. Hazemoto, M. Harada, N. Kamatsubara, M. Faga 
Y. Kato: PH-sensitive liposomes composed of phosphatidyl-ethanolamine and fatty 
acid, Chem. Pharm. Bull. 2fi (1990) 748-751 und J.N. Weinstein, R.L. Magin, 
M.B. Gatwin, D.S. Zaharko: Liposomes and local hyperthermia, Science 2Q£ (1979) 
20 188-191]. Diese Methoden sind jedoch mit dem Nachteil behaftet, dafl sie entweder 
begrenzt sind auf Falle wo die erforderlichen Temperatur- bzw. pH-Differenzen 
bereits vorliegen (z.B. im Tumorgewebe) oder die entsprechenden zur Freisetzung 
erforderlichen Parameter nur durch aufwendige, z.T. invasive Mafinahmen 
herbeigeffihrt werden muss en. Daruber hinaus ist im letzteren Fall die drtliche 
25 Auflosung gering. 

Ein weiteres bekanntes Verfahren, den Ort der Wirkstoffireisetzung zu beeinflussen, 
besteht in der Verwendung von Mikropartikeln, die durch in den Partikeln verkapselte 
Ferrofluide fiber Suflerlich angelegte Magnetfelder innerhalb bestimnner 

30 Korpersegmente anreicherbar sind [K.J. Widder, A.E. Senyei: Magnetic 

microspheres: A vehicle for selective targeting of drugs, Pharmac. Ther. 2Q (1983) 
377-395], Die Verwendung derartiger Mikropartikel erfbrdert allerdings die 
gleichzeitige gezielte Anwendung starker, fokussierbarer Magnetfielder. Magnete, die 
derartige Felder erzeugen, sind jedoch in der Medizin wenig verbreitet Desweheren 

35 laflt sich die Geschwindigkeit der Wirkstofffreigabe auf diese Weise nichr 
beeinflussen. 
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In dcr U.S. Patentschrift 4,657,543 wird ein Verfahren beschrieben, bei dem die 
" Freisetzung durch Ultraschalleinwirkung auf wirkstoffhaltige Polymerblocke 
hervorgerufen wird. Dieser Effckt beruht im wesentlichen auf einer verstarkien 
Erosion des Polymers unter Schaileinwirlcung. Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dafl 
5 es nur fur onsfeste Implantate geeignet ist. Fur deutliche Effekte ist ziidera die 

Verwendung sehr hoher Schalldiucke oder von Dauerschallsignaien notwendig, die zur 
Gewebeschadigung fuhren kdnnen. 

In der WO 92/22298 werden Liposomen beschrieben, die sich durch Einstrahlung von 
10 Ultraschall, der im Bereich der Resonanzfrequenz der Mikroblaschen liegt, zerstoren 
lassen. Dabei tritt der verkapselte Wirkstoff aus. Die Resonanzfrequenz wird mil ca. 
7,5 MHz angegeben. Diagnostischer Ultraschall derart hoher Frequenz weist jedoch 
aufgrund der hohen Absorption durch Korpergewebe nur eine geringe Eindringtiefe 
(wenige Zenrimcter) auf. Die beschriebenen Liposomen sind deshalb nur fur die 
15 Freisetzung von Wirkstoffen in oberflichennahen Gebieten des Kfirpers geeignet. 

Bei der Verwendung von Nukleins3uren als Wirkstoffe werden in der Literatur zwei 
Systeme basierend auf viralen Vektoren bzw. nicht-virale Vektoren beschrieben. In 
vivo werden derzeit als virale Vektoren Retro-, Adeno- und Herpesviren (bzw. deren 

20 Rekombinanten) und als nicht-virale Vektoren Liposomen und Liganden 

zelloberfiachenspezifischer Rezeptoren unter sucht (G.Y. Wu & C. H. Wu: Delivery 
systems for gene therapy, Biotherapy, 3 (1991) 87-95 und F. D. Ledley: Are 
contemporary methods for somatic gene therapy suitable for clinical applications?, 
Clin Invest Med 16 (1) (1993) 78-88. 

25 Erste Untersuchungen zur Verwendung der Gentherapie beim Menschen konzentrieren 
sich auf genetisch bedingte Erkrankungen wie z. B. alpha- 1-Anntrypsinmangel, 
zystische Fibrose, Adenosindesaminasemangel und maligner Tuxnoren wie z. B. 
Melanome, Mamznatuxnore und Intestinalkarzinome. 

Bislang sind jedoch keine Vektoren bekannt, die sowohl eine raumliche als auch 
30 zeitliche Steuerung der Freisetzung von Nukleinsturen enndglichexu 

Es besteht daher fOr vielfaitige Zwecke weiterhin ein Bedarf an gezielt applizierbaren 
Formulienmgen, die die genannten Nachteile des Standes der Technik ttberwinden, 
d.h. bei denen sowohl der On und Zeitpunkt der Wirkstofffreisetzung als auch die 
35 Menge der abgegebenen Substanz, gezielt durch einfache, nicht invasive MaBnahmen 
gesteueit werden kann. Die Formulierungen sollten dardber hinaus eine hohe 
Stabilitat, insbesondere in Hinblick auf mechanische EinflOsse, aufweisen. 
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Der Erfindung liegt sornit die Aufgabe zugiunde, derartige Fonnulierungen zur VerfQ- 
gung zu stellen, sowie Verfahren zu ihrer Hersteilung zu schaffen. 

Dicse Aufgabe wird durch die Erfindung gelost. 

5 

Es wurde gefunden, dafl bei mikropartikularen Systemen, die zusammengesetzr sind 
aus einem pharmazeutisch vertraglichen Suspensionsmedium und Mikropartikeln, die 
aus einer bioabbaubaren Hulle und einem gas- und wirkstofiEhalugen Kern bestehen, 
uberraschenderweise bei der Bestrahiung mit diagnostischen Ultraschallwellen in 
10 einem Frequenzbereich der unterhalb der Resonanzfrequenz der Partikel liegt, die 
HiiUe dieser Partikel zerstort wird und so der (die) verkapselte(n) Wirkstoff(e) gezielt 
freigesetzt wird (werden). 

Die Erfindung betrifft somit neue wirkstoffhaltige Mikropartikel, die neben dem Wirk- 
15 stoff ein Gas, eine gasfonnige Phase oder Gasgemische enthalten, sowie 

mikropartikulare Systeme bestehend aus den erfindungsgemiflen Mikropanikeln sowie 
einem pharmazeutisch vertraglichen Suspensionsmedhim. 

Die Partikel weisen eine Dichte kleiner als 0,8 g/cm 3 f bevorzugt kleiner als 0,6 g/cm 3 
20 auf und haben eine Grofle im Bereich von 0,1 - 8 pan, vorzugsweise 0,3 - 7 fim. Im 
Falle von verkapselten Zellen betrigt die bevorzugte Partikelgrdfle 5-10 fan. Aufgrund 
der geringen Grofle verteilen sie sich nach i.v. Injekcion innerhaib des gesamten 
Gefaflsy stems. Unter SichtkomrpUe auf dem Monitor eines diagnostischen Ultra- 
schailgerates kann dann durch Imensivierung des Schallsignals eine vom Anwender 
gesteuerte Freisetzung der enthaltenen Stoffe herbeigefQhrt werden, wobei die zur 
Freisetzung erforderliche Frequenz unterhalb der Resonanzfrequenz der Mikropartikel 
liegt. Geeignete Frequenzen liegen im Bereich von 1 - 6 MHz, bevorzugt zwischen 1,5 
und 5 MHz. 

Dadurch ist erstxnalig innerhaib des gesamten Kdrpers eine kombinierte Steuerung der 
W irkstofffreigaberare und des WirkstofflEreigabeortes durch den Anwender mOglich. 
Diese Freisetzung, durch ZerstOnmg der Partikelhiille, ist uberraschenderweise auch 
mit Ultraschallfrequenzen weit unterhalb der Resonanzfrequenz der Mikrobilschen mit 
in der medizinischen Diagnostik ub lichen Schaildriicken mdglich, ohne da£ es zu einer 
Erwannung des Gewebes konunt. Dieses ist besonderes deswegen bemerkenswert, 
weil auf Grand der groflen mechanischen Stability der PartflceMlle - wie sie z.B. in 
Hinblick auf Lagerstabilitat von Voneil ist - eine ZerstSrung der HOlle mit relativ 
energiearmer Strahlung nicht zu erwarten war. 
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Die Wirkstofffreigabe kann aufgnind des hohcn Gasanteils dcr Partikel und der damit 
verbundenen Echogenitat, in vivo uber die Abnahme des empfangenen 
Ultraschallsignals kontrollien werden. 

5 

Weitertun wurde gefunden, daB bei Anwendung erfindnngsgemafler mikropanikularer 
Systeme ein verbesserter Transfer von Wirkstoffen in die Zellen erzielt werden kann 
(Sonoporation). 

10 Auflerdem wurde gefunden, dall die aus den erfindungsgemaflen mikropartikuiaren 
Systemen freigesetzten Wirkstoffe im Vergleich zu dem reinen Wirkstoff uberraschen- 
derweise eine erhohte phannakologische Wirksamkeit zeigen. 

Die erfindungsgemaflen mikropartikuiaren Systeme sind aufgnind ihrer Eigenschaften 
15 fQr eine gezielte Freisetzung von Wirkstoffen und deren erhohten Transfer in die Ziel- 
zeilen unter Einwirkung von diagnostischem Ultraschall geeignet 

Als Hfillmaterialicn fflr die Gas/Wirkstoff enthaltenden Mikropartikel eignen sich prin- 
zipiell alle bioiogisch abbaubaren und physiologisch vertragiichen Materialmen, wie 

20 z.B. Proteine wie Albumin, Gelatine, Fibrinogen, Collagen sowie deren Derivate wie 
z.B. succinylierte Gelatine, quervenetzte Polypeptide, Umsetznngsprodutee von 
Proteinen mit Polyethyienglykol (z.B. mit Polyethylenglykol konjugiertes Albumin), 
Starke Oder Starkederivate, Chitin, Chitosan, Pekrin, biologisch abbaubare 
synthetische Poiymere wie Polymilchsaure, Copolymere aus Milcfasaure und 

25 Glykolsaure, Polycyanoacrylate, Polyester, Polyamide, Polycarbonate, 

Polyphosphazene, Polyaminosiuren, Poly-e-caprolacton sowie Copolymere aus 
Milchsaure und e-Caprolacton und deren Gemische. Besonders geeignet sind Albumin, 
Polymilchs3ure, Copolymere aus Milchsiure und Glykolsture, Polycyanoacrylate, 
Polyester, Polycarbonate, Polyaminosauren, Poly-e-caprolacton sowie Copolymere aus 

30 Milchsture und e-Caprolacton. 

Das (die) eingeschlossene(n) Gas(e) kdnnen beliebig gewlhlt werden, wobei jedocb 
physiologiscb unbedenkliche Gase wie Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Edelgase, haloge- 
nierte Kohlenwasserstoffe, SF 6 oder deren Gemische bevorzugt sind. EbenMs geeig- 
35 net sind Ammoniak, Kohlendioxid sowie dampffSnnige FlQssigkeiten, wie z,B. 
Wasserdampf oder niedrigsiedende FlQssigkeiten (Siedepunkt < 37 °C). 
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Der phaimazeurische Wirkstoff kann ebenfalls bciiebig gewahlt werden. Als Beispiele 
seien genannr Arzneistoffe, Toxine, Viren, Vimsbestandteile, Bestandtcilc von 
bakteriologischen Zellwanden, Peptide wie z.B.Endothelin, Proteine, Glycoprotein, 
Hormone, losliche Botenstoffe, Farbstoffe, Komplemenl Koraponenren, Adjuvantien, 
5 trombolytische Agenrien, cumornekrose Faktoren, Zytokine (wie z.B. Inrerieukine, 
koloniestimulierende Faktoren wie GM-CSF, M-CSF, G-CSF) und/oder 
Prostaglandins Die erfindungsgemaBen Mikropartikeln eignen sich insbesondere zur 
Verkapselung von Nukleinsauren, ganzen Zellen und/oder Zellbestandteilen, die *(z.B. 
bei der Gentherapie) im Zielorgan mittels Ultraschall freigesea werden sollen. 

Der Begriff pharmazeunscher Wirkstoff schlieflt sowohl die natflrlichen, als auch die 
synthetisch oder gentechnologisch hergestellten Wirkstoffe ein. 

Bevorzugt werden phannazeutische Wirkstoffe verwendet, deren applizierte Dosis (bei 
15 bolusfSnniger Injektion) 100 mg pro Anwendung nicht Qbersteigt Dabei ist zu 
benicksichtigen, dafi bei den erfindungsgemaBen mikropartikuilren Systemen, wie 
zuvor beschrieben, eine Erhdhung der phannakologischcn Wirksamkeit erreicht wird, 
wobei in verscbiedenen Fallen eine Wirkungsverstarkung beobachtet werden kann, 
wodurch die erfindungsgemaBen mikropartikularen Systeme auch fQr Wirkstoffe 
20 einsetzbar sind, die auf konventionellem Wege im Bolus hoher als 100 mg pro Anwen- 
dung dosiert werden mussen. 

Sind noch hohere Dosierungen erforderlicfc, so empfiehlt es sich. die Mittel uber einen 
langeren Zehraum als Infusionsldsung zu verabreichen 

25 

Obgleich es uber die genanmen Limitienmgen hinaus keine weiteren Einschrinkungen 
gibt, konnen die erfindungsgemaBen mikropartikullren Systeme besonders don mi: 
Vorteil eingesetzc werden, wo es aufgrund einer geringen in vivo Lebensdauer des 
Wirkstoffs in freier Form nicht oder nur in beschranktem Ausmafl mfiglich ist, das 
30 Zielorgan zu exreichen t ohne dafl zuvor Zersetzung des Wirkstoffs eingetreten ist. Zu 
derartigen Wirkstoffen zahlen verschiedene Hormone, Peptide, Proteine, Zellen und 
deren Bestandteile so wie Nukleinsauren. 

Ein Verfahren zur Hers te Hung der erfindungsgemaBen Mikropartdkel besteht darin, 
35 daB zunachst in an sich bekannter Weise (DE 38 03 972, WO 93/00933, 
EP 0 514 790, WO 92/17213, US 5,147,631, WO 91/12823, EP 0 048 745) 
gasgefQllte Mikropartikel hergestellt werden. ErfindungsgemlB werden diese da™ mix 
in aberkritischen Gas en geldsten Wirkstoffen befullt Dazu werden die mit geeigneten 
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Verfehren getrockneten (z.B. Gefriertrocknung) gashaltigen Mikropanikel nut einer 
" Losung des Wirkstoffs in eincm uberkritischen Gas in einem Autoklaven b ehande li 
ZweckmaBigerweise verfahrt man, inciem Wirkstoff und gasgefullter Mikropartikel 
gemeinsam in eincm Autoklaven vorgelegt werden und dieser anschlieBend mil dem 

5 uberkritischen Gas Oder Gasgemisch befiillt wird. Als aberieritische Gase eignen sich 
je nach Wirkstoff alle Gase, die in einen uberkritischen Zustand uberfuhrt werden 
kflnnen, insbesondere jedoch uberkritisches Kohlendioxid, uberkrinscher Stickstoff, 
uberkrinscher Ammoniak sowie uberkritsche Edelgase. Nach der Behandlung der 
Mikropartikel mit der Losung des Wirkstoffs im uberkritischen Gas Oder Gasgemisch 

10 wird der uberschussige Wirkstoff an der aufieren Oberflache der Mikropartikel fells 
erforderlich durch Waschen der Mikropartikel in einem geeigneten Medium entferat 
und die so gereinigten Partikel gewunschtenfells gefriergetrocknet. Dieses Verfehren 
ist fiir alle Wirkstoffe geeignet, die sich in Uberkritischen Gasen oder Gasgemischen 
13sen, wie z.B. Peptide oder lipophile Arzneistoffe . 

15 

Ein alternatives Verfehren, das sich insbesondere zur Vericapselung von Wirkstoffen 
die in uberkritischen Gasen oder Gasgemischen unloslich sind (wie z.B. Proteine, 
zuckerhaltige Vcrbindungcn), eignet, beruht anf der Verkapselung einer 
wirkstoffhaltigen wtfirigen Phase mittels einer Mehrfachemulsion. Als besonders 

20 geeignet haben sich Wasser/6l/Wasser (W/b/W>Emulsionen erwiesen. Dazu wird das 
Hullmaterial in einem geeigneten organischen LSsungsmittel, das nicht in Wasser 
15slich ist, in einer Konzentration von 0,01 - 20 % (mAO gelSst. In diese Lasting wird 
eine waflrige Losung des zu verkapselnden Wirkstofis so emulgiert, dafi eine Emulsion 
vom Typ W/O entstehL Beide Losungen konnen zusatzlich Hilfsstoffe wie 

25 Emulgatoren enthalten. Bevorzugt ist es jedoch, aus Grunden der im allgemeinen 
begrenzten biologischen Vertrtglichkeit von Emulgatoren, auf diese weitgehend zu 
verzichten. Als vorteilhaft hat es sich erwiesen, der irmeren wiBrigen Phase 
phannazeutisch akzeptable Quasiemulgatoren wie z.B. Poiyvinylalkohol, 
Polyvinylpyrrolidon, Gelatine, Albumin oder Dextrane im Konzentraiionsbercich von 

30 0,1 bis 25 % zuzusetzen. Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, in der inneren 
waBrigen Phase, gegebenenfalls zusatzlich zu den anderen verwendeten HilfsstofFen, 
0,1 - 20 % (mAO eines gut wasserldslichen phannazeutisch akzeptablen Salzes oder 
Zuckers oder ZuckeraBcohols, wie z.B. Natriumchlorid, Galaktose, Mannhol, 
Lakxose, Saccharose,. Glukose, Natriumhydrogenphosphat zu Idsen. Es kann auBerdem 

35 voneilhaft sein, die innere waflrige Phase vor der Eraulgierung mit der verwendeten 
organischen Phase zu sittigen. Die hergestellte Emulsion vom Typ W/O sollte eine 
mittlere Trdpfchengrofle der inneren Phase von ca. 0,1 bis 10 pm aufweisen. Diese 
Emulsion wird unter Riihren in das mindestens gleiche Volumen einer waflrigen 
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Losung eines Emuigators oder Quasiemulgaton gegeben. Das organische 
Losungsmittel wird unter Ruhren durch geeignete Verfahren (solvent evaporation) 
wieder entfernt. Die erhaltenen wassergefullten Mikropartikel werden 
erforderlichenfalls gewaschen und anschlieflend so getrocknet, dafl die innere 

5 Wasseiphase ohne Zerstorung der Mikropatikel entfernt wird. Grundsatzlich geeignete 
Trocknungsverfahren sind die Gefriertrocknung und die Spriihtrocknung. Bevorzugt 
ist die Gefriertrocknung. Dazu wird in der Suspension der Mikropartikel ein 
geriistbildender Hilfsstoff wie z.B. Zucker, Zuckeralkohole, Gelatine, Gelatine- 
Derivate, Albumin, Aminosauren, Poiyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol in einer 

10 Konzentration von ca, 0,5 - 20 % (m/V) geldst. Die Suspension wird anschlieflend bei 
moglichst tiefen Teraperaturen, bevorzugt unterhalb ca. -30 °C eingefroren und dann 
gefriergetrocknet. Nach der Gefriertocknung und Redispergienmg in einem geeigneten 
Suspensions medium, lassen sich die entstandenen gashaltigen Mikropartikel der 
erforderlichen Dichte durch Rotation oder Zentrifugation, von eventuell ebenfells 

15 vorhandenen soliden oder immer noch wassergeffiilten Mikropanikeln abtrennen und 
falls erfordexlich, mSglichst unter Zusatz von Gerfistbildneni, emeut ge&iertrocknen 
Die Mikropartikel enthalten dann den verkapselten WirkstofF und Gas bzw. 
gasfonnige Phase nebeneinander. 

20 Die Herstellung der erfindungsgemaflen mikropartikuiaren Systeme aus den nach den 
vorbeschriebenen Verfahren hergestellten Partikel erfblgt durch Resuspendieren der 
Partikel in einem pharxnazeutisch verniglichen Suspensionsmedium. Das Resuspendie- 
ren in einem geeigneten Medium kann sich unmittelbar an den letzten 
Verfahrensschritt (die Gefriertrocknung) anschlieflen, aber gewQnschtenfalls auch 

25 erst durch den behandelnden Arzt vor der Anwendung erfblgen. 

In letzterem Fall liegen die erfindungsgemaflen mikropartikularen Systeme als ein Kit, 
bestehend aus einem ersten die Partikel emhaltenden Behalter und einem zweiten das 
Suspensionsmedium enthaltenden Behalter, vor. Die Grfifle des ersten Behilters ist so 
zu wihlen, dafl auch das Suspensionsmedium in diesem vollsdndig Platz findet. So 

30 kann z.B. mitre Is einer Spritze Ober eine im VerschluB des ersten Behaiters befindliche 
Membran, das Suspensionsmedium vollstindig zu den Partikeln gegeben werden und 
durch anschlieflendes SchQtteln die injektionsfertige Suspension hergestellt werden. 
Als Suspensionsmedien kommen alle dem Fachmann bekannten injizierbaren Medien 
infrage, wie z.B. physiologische Kochsalziflsung, Wasser p.L oder 5%ige GlukoseM- 

35 sung. 

Die applizierte Menge ricbtet sich nach dem jeweilig eingeschlossenen Wirkstoff. Als 
orientierender oberer Grenzwert kann ein Wert angenommen werden, wie er auch bei 
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konventioneller Verabreichung des jeweiligea Wirkstoffs verwendet wcrdca wOnle. 
Aufgund des wirkungsverstirkenden Effetas sowie der Mdglicfakeit den Wirkstoff 
spezifisch aus den erfindungsgemaBen mikropanikularen System freizusetzen, iiegt die 
erforderiiche Dosis im aUgemeinen jedoch unier diesem oberen Grenzwert. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erlauterung des Erfindungsgegenstandes, ohne 
ihn auf diese beschranken zu wollen. 
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Reisptei 1 ; Coffein-haltige Mikropanikel aus Polycyanacrylat 

GasgeffiUte Mikropanikcl, die aus Butylcyanacrylsaure gemafi DE 38 03 972 
hergestellt wurden, werden unier Zusacz von 2 % (m/V) Polyvinylalkohol 

5 gefriergetrocknet. Es werden ca. 3 • 10 9 Panikel in Form des Lyophilisats zusammen 
mit 50 mg Coffein in einen Autoklaven gefullt. Das Gemisch wird bei ca. 45 °C und 
100-120 bar mit KohJcndioxid behandelt. Die Entfernung des uberschussigen Coffeins 
wird folgendennaflen durchgeffihrt: Die dem Autoklaven entnommenen Mikropanikel 
werden in 3 ml Wasser, das 1 % Lutrol F 127 gelost enthalt, resuspendien. Die 

10 Partikel werden durch Zentriftigarion abgetrennt und in 3 ml Wasser, das 

1 % Lutrol F 127 gelost enthalt, resuspendiert. Die Zentrifugation mil anschlieflender 
Redispergienmg in 3 ml Wasser, das 1 % Lutrol F 127 gelfist enthalt, wird solange 
wiederholt, bis im Wasser kein Coffein mehr photometrisch bei 273 nm nachgewiesen 
werden kann. 

15 

Beispiel 2: Fibrinolyusche Mikropanikel aus Poly (D.L-MUchsaure-Glykolsaure) 

2 g Poly (D t L-Milchsaure-Glykolsaure) (50:50) (Resomer RG 503, Boehringer Ingel- 
20 heim) werden in 20 ml CH 2 C1 2 gelost. 10 mg r t-PA (Gewebsplasminogenakrivator) 

werden in 4 ml einer 4 %igen wassrigen GelatineiSsung, die zuvor autoklavien wurde, 
gelost und unter Ruhren mit einem schnellaufcnden Ruhrwerk zu der organischen 
Phase gegeben. Nach vollstindiger Emulgierung werden 200 ml einer 4 %igen 
autoklavierten Gelatineldsung unter weiterem Rilhren zugegeben. Die Emulsion wird 

25 8 b bei Raumtemperatur geriihrt. Die entstandenen Partikel werden dnrch einen 5 pan- 
Filter filtrien, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml 4 %iger autoklavierter 
Gelatinelosung resuspendiert, bei -78 °C eingefroren und gefriergetrocknct. Nach 
Resuspendierung werden die gashaltigen Mikropanikel durch Zentrifugation (bei 1000 
Upm, 30 min) abgetrennt. Die gashaltigen Mikropanikel werden in 20 ml Wasser fQr 

30 Injekxionszwecke aufgenommen. Sie weisen eine Dichte kleiner als 0J g/cm 3 auf 

Bgispicl 3: in vitro Freisetzung von Coffein durch Ultraschall 

35 1 ml einer nach Beispiel 1 zubereiteten Partikelsuspension, mit Wasser verdunnt auf 
eine Konzentrarion von 10 8 Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem Wasser 
gefulltes Becherglas gegeben. In das Wasser wird ein 3,5 MHz Schallkopf ernes 
diagnostischen Ultraschallgerites (HP Sonos 1000) getaucht und die Verlnderung des 
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B-Bildes bcobachtet. Zunachst wird das Gerat mil einer mittlcrtn Schallcistung 
(Transmit £ 20 dB) betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind. Eine Prufuns 
des panikelfreien Wassers auf Coffein bleibt negativ. Wird der Schaildruck erhoht 
(Transmit > 30 dB), verschwinden die Echos. Die Flussigkeit enthalt nun 
5 nachweisbares freies Coffein, mikroskopisch sind uberwiegend Bruchstilcke der 
Mikropartikel zu erkennen und nur noch sehr wenige intakte. 

Baispid 4; in vitro Freisetzung von rekombinantem tissue Plasminogen Aktivator 
10 (r t-PA) durcfa Ultraschail 

1 ml einer nach Beispiel 2 zubereiteten Partikdsuspension, mit Wasser verdunnt auf 
eine Konzentration von 10* Partikel/ml wird in ein mit 100 ml entgastem Wasser 
gefulltes Becherglas gegeben. In das Wasser wird ein 3,5 MHz Schallkopf eines 

15 diagnostischen UltraschaUgerites (HP Sonos 1000) getaucht und die Vertndemng des 
B-Bildes beobachtet Zunichst wird das GerSt mit einer geringen Schalleistung 
(Transmit - 10 dB) betrieben, wobei deutliche Echos zu erkennen sind. Eine Prflfang 
des panikelfreien Wassers auf r t-PA bleibt negativ. Wird der Schaildruck erhdht 
(Transmit > 30 dB), verschwinden die Echos. Die Flflssigkeit emhaif nun 

20 nachweisbares freies r t-PA, mikroskopisch sind uberwiegend Bruchstucke der 

Mikropartikel zu erkennen und nur noch sehr wenige intakie. Die mit dem erhohten 
Schaildruck behandelte Partikelsuspension weist fibrinolytische Eigenschaften auf. 

25 Beispiel 5- Mitomycin-haltige Mikropartikel aus Polymilchsture 

2 g Polymilchsaure (MG ca. 20 000) werden in 100 ml CH 2 C1 2 gelQst. 20 mg 
Mitomycin werden in 15 ml 0,9 %iger wSssriger Kochsalzldsung gelflst und unter 
RQhren mit einem schnellaufenden RQhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 

30 vollstSndiger Emulgierung werden 200 ml einer 1 %igen Lfisung von Polyvinylalkohol 
(MG ca. 15 000) in Wasser uncer weiteran Klhien zugegeben. Die Emulsion wird 4 h 
bei Raumtemperanir genlhrt Die entstandenen Partikei werden dnrch einen 5 /Am- 
Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 5 %igen Lfisung von 
Poiyvinyipyrrolidon (MG ca. 10 000) in Wasser resuspendiert, bei -50 °C eingefroren 

35 und anschlieflend gefriergetrocknec Nach Resuspendierung werden die gashaltigen 
Mikropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt. Die 
gashaltigen Mikropartikel werden in 20 ml Wasser fllr Injekticmszwecke 
aufgenommen. Sie weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/axP auf. Sie eignen sich auch 
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als Kontrastmittel fur Ultraschall und setzen bci Beschallung mit diagnostischem 
Ultraschall Mitomycin frei.. 

Beispiel 6: Vincristinsulfat-haltige Mikropartikel aus Poly-e-caproiacton 

5 

2 g Poly-e-caproiacton (MG ca. 40 000) werden in 50 ml CH 2 C1 2 gelost 10 mg 
Vincristinsulfat werden in 15 ml einer 5 %igen wissrigen Losung von Galactose gelost 
und unter Ruhren mit einem schnellaufenden RQhrwerk zu der organischen Phase 
gegeben. Nach voilstandiger Emulgiening werden 200 ml einer 5 %igen Losung von 

10 Humanalbumin in Wasser unter weiterem Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 4 h 
bei Raumtemperatur geruhn. Die entstandenen Partikel werden durch eincn 5 jim- 
Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 5 %igen LQsung von 
Humanalbumin in Wasser resuspendiert, bei -50 °C eingefroren und anschliefiend 
gefriergetrocknet. Nach Resuspendierung werden die gashaltigen Mikropartikel durch 

15 Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt. Die gashaltigen Mikropartikel 
weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen sich als Kontrastmittel fQr 
Ultraschall und setzen bei Beschallung mit diagnostischem Ultraschall Vincristinsulfat 
frei. 

20 

Beisiel 7: Ilomedin-haltige Mikropartikel aus Polycyanacrylsaurebutylester 

3 g Polycyanacrylsaurebutylester werden in 50 ml CH 2 C1 2 gelQst. 1 mg Ilomedin wird 
in 15 ml einer 5 %igen wassrigen Losung von Galactose gelost und unter Rfihren mit 

25 einem schnellaufenden RQhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 
vollstandiger Emulgiening werden 200 ml einer 2,5 %igen Losung von 
Polyvinylalkohol (MG 15 000) in Wasser unter weiterem Riihren zugegeben. Die 
Emulsion wird 4 h bei Raumtemperatur geruhn. Die entstandenen Partikel werden 
durch einen 5 /xm-Filter filtriert, durch Zentrifugation separiert, in 50 ml einer 

30 10 %igen Lfisung von Lactose in Wasser resuspendiert, bei -50 °C eingefroren und 
anschliefiend ge&iergetrocknet Nach Resuspendierung werden die gashaltigen 
Mikropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 30 min) abgetrennt. Die 
gashaltigen Mikropartikel weisen eine Dichte kleiner als 0,7 g/cm 3 auf. Sie eignen sich 
als Kontrastmittel fQr Ultraschall und setzen bei Beschallung mit diagnostischem 

35 Ultraschall Ilomedin frei. 
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Bcispicl 8; Methylenblau-haltige Mikropartikel aus Poly(D,L-Milchsaure- 
" Glykolsaure) 

4 g Poly (DX-Milchsaure-GIykoisaure) (50:50) (Resomer RG 503, Boehringer Ingel- 
5 heim) werden in 50 ml CH 2 C1 2 S ei6st - 20 ™g Methylenblau werden in 4 ml einer 
4 %igen wassrigen Gelatinelosung, die zuvor autoklaviert wurde, gelost und unter 
Ruhren mit einem schnellaufenden Ruhrwerk zu der organischen Phase gegeben. Nach 
vollstandiger Emulgierung werden 200 ml eiaer 4 fcigen autoklavierten 
Gelatineldsung unter weiterem Ruhren zugegeben. Die Emulsion wird 8 h bei 
10 Raumtemperatur geriihrt. Die entstandenen Panikel werden durch einen 5 /un-Filter 
filtriert, durch Zenirifugarion separiert, in 50 ml 4 %iger autoklavierter 
Gelatinclosung resuspendiert, bei -78 °C eingefroren und gefriergetrocknet. Nach 
Resuspendienmg werden die gashaltigen Mikropartikel durch Zentrifugation (bei 1000 
Upm, 30 min) abgetrennt. Die gashaltigen Mikropartikel werden in 20 ml Wasser fflr 
15 Injektionszwecke aufgenommen. Sie weisen eine Dichte kieiner als 0,7 g/cm 3 auf und 
setzenbei Beschallung mit Ultraschall (Schalldruck >50dB, Frequenz 2,5MHz) 
Methylenblau frei. 



20 Bcispicl 9: Nukleinsaurebaltige Mikropartikel (Markergen fJ-Gal + 
Albuminpromotor) aus Poly(D,L-Milchsaure-Glykols2ure) 

0,4 g Polyvinylpyrroiidon (k < 18) und 2 g eines Copolymeren aus Milchsiure und 
Glykolsaure 50:50 werden in 50 ml CH 2 Cl 2 gelfist. Unter Ruhren werden 5 mi einer 

25 Losung von 300 pig Markergen p-Gal mit Albuminpromotor in 0,9 ftiger 

Kochsalzlosung zugegeben. Die entstandene Emulsion wird unter RQhren in 200 ml 
einer 2 %igen autoklavierten (121 °C, 20 min) Gelatineldsung uberfQhrt. Nach 3 h 
wird die entstandene Suspension in Portionen i 5 ml abgefilllt, bei -55 °C eingefroren 
und anschlieflend 70 h gefriergetrocknet. Die Vials werden nach Gefriertrocknung mit 

30 je 5 ml Wasser resuspendiert und 3 h stehen gelassen. Die flotierten Partikel werden 
abgenommen in je 2 ml Wasser, das 10 % PV? cniMlt, resuspendiert und nach 
* Einfrieren bei -55 °C erneut 90 h gefriergetrocknet. 
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Bfiispifil 10; In-vitro-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen p-Gal + 
Albuminpromotor) aus Mikropanikeln 

1 Vial einer nukieinsaurehaltigen Mikropartikelpraparation, hergestellt nach 
5 . Beispiel 9, wird mit 2 ml Wasser resuspendiert. 1 ml der Suspension wird mit 

Ultraschail bebandelt (Probe 1). 1 ml wird nicht mit Ultraschall behandelt (Probe 2). 
Beide Proben werden zentrifugiert, die panilcelannen Phasen entnommen, durch einen 
0,2 iim Filter filtriert. Die Filtrate werden mitteis Gelelektrophorese auf ihren Gehalt 
an Markergen P-Gal untersucht. Das Filtrat aus Probe 1 enthalt ca. 100 % mehr p-Gal 
10 als das Filtrat aus Probe 2. 



Beispiel 11: In-vivo-Freisetzung von Nukleinsaure (Markergen P-Gal + 
Albuminpromotor) aus Mikropanikeln 

15 

2 Vials einer nukleinsiurehaltigen Mikropartikelpraparation, hergestellt nach Beispiel 
9 werden mit je 2 ml Wasser resuspendien. Das gesamte Resuspendat wird der 
narkotisierten Ratte langsam i. v. (ca. 0,5 ml/min) appliziert. Wlhrend der 
Applikarion erfoigt eine Beschallung (7,5 MHz) der Leber, welche bis zu 20 mm nach 

20 InjekrionsabschluB fortgefiihn wird. 48 SturiHen nach der Partikelgabe wird die Leber 
entnommen und bei -40 °C in Isopentan schockgefroren. Der eraymhistocbemische 
Nachweis der neutralen P-Galaktosidase erfoigt an 8 - 10 pun dicken Gefrienchnitten. 
Die Gegenfarbung wird mit Kernechtrot durchgefuhrt. Im Lebergefrierschnitt stellte 
sich die neutrale P-Galaktosidase - als Ergebnis der Genexpression - diflus verteilt als 

25 dunkelblaue Signale dar. 
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Patentanspriicfae 

1. Wirkstoffhaltige Mikropartikel, dadurch gekennzeichnet, dafl die Partikei neben 
dem Wirkstoff auch- eine gasfonnige Phase enthalten. 

5 

2. Wirkstoffhaltige Mikropartikel each Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Dichte der Partikei kleiner ais 6,8 g/cm 3 ist. 

3. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
10 dafl die Partikelgrofie 0,1 • 10 ^xm ist. 

4. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die PartikelMUe aus mindestens einem biclogischabbaubaren Polymeren 
aufgebaut ist. 

15 

5. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als biologisch abbaubares Polymer Proteine, Gelatine, Fibrinogen, Collagen sowie 
deren Derivate, quervenetzte Polypeptide, Umsetzungsprodukte von Proteinen mit 
Polyethylenglykol, Starke oder Starkederivate, Chitin, Chitosan, Pektin, 

20 Poiymilchsaure, Copolymere aus Milchsaure und Glykolsaure, Polycyanoacrylate, 
Polyester, Polyamide, Polycarbonate, Polyphosphazene, Polyaminosauren, Poiy-e- 
caprolacton sowie Copolymere aus Milchsaure und e-Caprolacton oder deren 
Gemische verwendet wird. 

25 6. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als Wirkstoff Arzneistoffe, Toxine, Viren, Virusbestandteile, Bestandteile von 
bakteriologischen Zellwinden, Idsliche Botensioffe, Farbstoffe, Komplement 
Komponenten, Adjuvantien, trombolytische Agentien, Tumornekrose Fataoren, 
Nukleinsluren, Peptide, Proteine, Glykoproteine, Hormone, Zytokine und/oder 

30 Prostaglandin enthalten ist. 

7. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1-6, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als Wirkstoff Zellen und/oder deren Etrandteile enthalten sind. 

35 8. Wirkstoffhaltige Mikropartikel nach Anspruch 1-7, dadurch gekennzeichnet, dafl 
als gasfannige Phase Luft, Stickstoff, Sauerstoff, Kohlendioxid, Edelgase, 
• Ammoniak, halogenierte oder teilhalogenierte Kohlenwasserstoffe, SF$ und/oder 
Wasserdampf oder niedrigsiedende Flussigkeiten (Sdp. < 37 °C) enthalten sind. 



WO 95/07072 



PCT/EP94/02806 



-16- 

9. Mikropartikulare Systcmc bestehend aus eincm phannazeutisch vertraglichen 
Suspensionsmedium und Mikropartikeln nach Anspruch 1-8. 

5 10. Mikropartikulare Systeme nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
darin enthaltcnden Pardkel durch Einstrahlung von diagnostischem Ultraschall 
unter Freisetzung des eingeschlossenen Wirkstoffs zerstort wcrdcn konnen. 

11. Verfahren zur gezielten in vivo Wirkstofffreisetzung aus mikropartikuiaren Syste- 
10 men nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die darin enthaltcnden 

Partikel nach der Applikation mit diagnostischem Ultraschall bestrahlt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl die Frequenz des 
diagnostischen Ultraschalls 1 - 6 bevorzugt 1,5-5 MHz betrigt. 

15 

13. Verfahren zur ErhQhung des Transfers von Wirkstoffen in die Zielzellen, dadurch 
gekennzeichnet, dafl der Wirkstoff aus einem mikropartikularen Systemen mittels 
Ultraschall freigesetzt wird. 

20 14. Verfahren zur Hersteilung von wirkstoffhaltigen Mikropartikeln nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafl gashaltige Mikropartikel mil einer LSsung des Wirk- 
stoffs in einem uberkiitischen Gas, bevorzugt in ilberkritischem Kohlendioxid, 
uberkritischem Stickstoff, ilberkritischem Ammoniak sowie aberkritischen Edelga- 
sen, in einem Autoklaven behandelt, anschlieflend gewtinschtenfalls gewaschen 

25 und gefriergetrocknet werden. 

15. Verfahren zur Hersteilung von wirkstoffhaltigen Mikropartikeln nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das HQllmaterial in einem geeigneten organischen 
Ldsungsmittel, das nicht in Wasser lQslich ist, in einer Konzenuation von 0,01 - 

30 20 % (m/V) geldst wird und in diese Losung eine w&Brige Lfisung des zu verfcap- 
selnden Wirkstoffs so emulgiert wird, dafl eine Wasser in Ol Emulsion mit einer 
mittleren Teilchengrflfle der inneren Phase von ca. 0,1 bis 10 /un entsteht, wobei 
beide Ldsungen gegebenenfails zusatzlich Hilfsstoffe wie Emulgatoren enthalten 
konnen und man anschlieflend diese Emuls ion unter Ruhr en in das Tnwvfa«t»iM 

35 gleiche Volumen einer wSArigen Ldsung eines Emul gators oder Quasiemulgators 
gibt, das organische Lfisungsmittel unter ROhren durch geeignete Verfahren 
(solvent evaporation) wieder entfernt, die so erhaltenen wassergefilllten 
Mikropartikel falls gewOnscht zunachst wascht und anschlieflend, falls gewUnscht 
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unter Zugabe von gerustbildenden Hilfststoffen gefrier- bzw. spriihtrocknet und 
falls gewilnscht in einem geeigneten Suspensionsmedium tedispergiert und die 
Mikropartikel mit einer Dichte kleiner als 0,8 g/cm 3 durch Floiaiion Oder 
Zentrifugation abtrcnnt und falls erforderlich, gewunschtenfalls unter erneutem 
5 Zusatz von Gerilstbildneni, enieut gefrienrocknet. 

16. Verfahren zur Herstellung von mikrodispersen Systemen, darfurch 
gekennzeichnet, daB Mikropartikel nach Anspruch 1 in einem phannazeurisch 
verniglichen Suspensionsmedium. suspendiert werden. 

10 

17. Ein Kit bestehend aus einem ersten Behalter enthaitend die wirkstoff- und gashalti- 
gen Mikropartikel nach Anspmch 1 und einem zweiten Behalter enthaitend eine 
pharmazeutisch veraigliche Tragerflussigkeit, die nach Mischen mit dem In hal t 
des ersten Behalters eine Qieflfahige injizierbare Suspension ergibt, wobei 

15 a) das Volumen des ersten Behalters so gewahlt ist, daB ?"siif7lich zu den 

Partikeln aiich die Tragerflussigkeit vollstandig Platz darin findet und b) beide 
Behalter jeweils eine Dosiseinheitsmenge an wirkstofihaltigen Mikropartikeln 
bzw. Tragerflussigkeit enthalten. 



Patent claims 



1 . Micro particles of active substance characterized by that the particles, in addition to the active 
substance, also have a gaseous phase. 

2. Micro particles of active substance after claim 1 ; characterized by that the density of the 
particles is less than 0.8 g/cm/ 

3. Micro particles of active substance after claim 1 and 2; characterized by the particle size of 
0.1-10 pg. 

4. Micro particles of active substance after claims 1-3; characterized by that the shell (or 
covering) of particle is composed of at least one biologically degradable polymer. 

5. Micro particles of active substance after claims 1-4, characterized by that as biologically 
degradable polymer the following are being used: proteins, gelatins, fibrin, collages (?) as well 
as their derivatives, cross-linked (cross-integrated) polypeptides, conversion 
(transfomiation/reaction) products of proteins with polyethytenegtycots (7), acids or acid 
derivatives, chitin, chitosan, pectin, polylactic acid, copolymer from lactic acid and glycolic 
acid, polycyanoacrylate, polyester, polyamide, polycarbonate, polyphosphazene, polyamino 
acids, poly-c-caprolacton as well as copolymer from lactic acid and e-caprolacton or their ' 
mixtures (compositions). ; 

6. Micro particles of active substance after claims 1 -5, which are characterized by including as 
active substances medicinal (pharmaceutical) substances, toxins, viruses, virus components, 
components of bacteriological cell wails, soluble messenger substances (?), (color-) dyes, 
complement components, adjuvants, trombolytic agents (?), tumornecrosic factors, nucleic 
adds, peptides, proteins, glycoproteins, hormones, zytocine (cytocine ?) and/or 
prostaglandin. 

7. Micro particles of active substance after claims 1-6, which are characterized by having as an 
active substance cells and/or their components. 

8. Micro particles of active substance after claims 1-7, which are characterized by inclusion of 
gaseous phase as air, nitrogen, oxygen, carbon dioxide, inert (rare) gases, ammonia, halide 
(halogen) or partially halide hydrocarbons, SF 6 and/or water vapor (steam) or low-boiling 



liquids (boiling point < 37 degrees C). 

9. Microparticulate systems which are composed of a pharmaceutical^ compatible dispersing 
agent (suspension medium) and micro particles after claims 1-8. 

10. Microparticulate systems after claim 9, which are characterized by that their included 
particles can be destroyed by absorbed radiation of diagnostic ultrasound upon release of the 
included substance. 

1 1 . Process of the precisely aimed in vivo substance release out of microparticulate systems 
after claim 9, characterized by their inclusive particles being irradiated (illuminated) with 
diagnostic ultrasound after the application. 

1 2. Process after claim 1 1 ; characterized by the frequency of the diagnostic ultrasound being 
1-6, preferably1.5-5MHz. 

1 3. Process to elevate the transfer of substances into the target cells; characterized by that the 
substance is being released via ultrasound from a microparticulate system. 

1 4. Process to produce active substance micro particles after claim 1 ; characterized by gaseous 
micro particles being treated in a autoclave-with a solution of the substance in a hypercritical 
gas (preferably in hypercritical carbon dioxide, hypercritical nitrogen, hypercritical ammonia, \ 
as well as hypercritical rare gases), optional to be washed & freeze-dried afterward. 

1 5. Process to the production of micro particles containing active substances after claim 1 ; 
characterized by that the shell (outer) material is being dissolved in an appropriate solvent of 
a concentration of 0.01 -20% (m/V). The solvent ought not be water-soluble! Into the 
solvent, a watery solvent of the substance which is to be encapsulated in such a manner that 
a water in oil emulsion of a medium-size particle size (ca 0.1 -1 0 \xq) of the inner phase will 
occur - in which process both solvents posstoty could contain, in addition, auxiliary material 
such as emulators. In this case, one could then, while stirring, add this emulsion into at 
least the same volume of a watery solution of an emulgator or quasi-emulgator/emulator (?), 
which again will remove the organic solvent, under stirring, in the appropriate process 
(solvent evaporation). The water-filled micro particles produced in such a way, may - if one 
chooses to- first be washed and then -if one chooses to- freeze-dried or spray-dried by 
adding structure-building solvents. If one chooses to, the micro panicles then may be re- 



dispersed into an appropriate dispersing agent and those micro particles whose density is 
less than 0.8 g/cm may be separated by flotation or centrifugation and; if necessary, one may 
then, again, freeze-dry them by adding structure-builders. 

1 6. Process to produce micro disperse systems; characterized by that the micro particles after 
claim 1 are being suspended in a pharmaceutical^ compatible dispersing agent. 

17. A Kit that consists of one container (receptacle) which contains the active substance- 
micro particles and gaseous micro particles after claim 1 , as well as another container which 
contains a pharmaceutical^ compatible carrier liquid, which after mixing with the content of 
the first container results in a fluid, injectable suspension, in which a) the volume of the first 
container is chosen so that , in addition to the particles, the carrier liquid also has sufficient 
room within it and b) both containers contain each a uniform dose amount of active 
substance- micro partides, or carrier liquid. 



